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＜論文の内容の要旨＞ 
 本論文は、(1)ムチン型糖鎖の一種である T 抗原が、神経軸索近位部特異的に局在すること
を新規に見出し、(2)その輸送に関与するタンパク質として Short stop (Shot)を同定した。さ
らに、(3)Shot の F-actin 結合部位が輸送に必須であることも明らかにし、Shot と F-actin を
介した軸索近位部特異的な輸送経路を初めて提唱した。本論文は、序論、方法、結果、考察、
および、結論から構成されており、以下にその要旨を述べる。 
 
序論 
 T 抗原は、タンパク質のセリンあるいはスレオニン残基に、N-アセチルガラクトサミン(GalNAc)
が結合し、さらにガラクトース(Gal)が GalNAc に結合した O-結合型糖鎖である。GalNAc に Gal
を転移し、T抗原 (Galβ1-3 GalNAcα1-Ser/Thr) を合成する酵素は、T抗原合成酵素とよばれる。
T 抗原は、ショウジョウバエ胚で神経系に高発現し、神経マーカーである BP102 抗原と共局在す
る。また、T抗原合成酵素突然変異体幼虫では、脳の形成異常や腹部神経索の異常伸長が起こる。
 一方、ショウジョウバエ神経初代培養細胞では、BP102 抗原は軸索の近位部特異的に局在し、
それとは相補的に、軸索ガイダンス因子の受容体 ROBO3 が遠位部に局在している。軸索近位部と
遠位部の境界を越えての膜タンパク質の移動が著しく制限されており、軸索が区画化されている。
ラット胚の交連神経の軸索においても、腹側正中線に到達するまでの部位とその先に伸びる部位
で、膜タンパク質の組成が異なることも報告されている。しかし、軸索区画化の分子メカニズム
は、明らかにされていなかった 。また、T 抗原が BP102 抗原と共局在することから、T 抗原も軸
索近位部特異的に局在する可能性が考えられた。 
 本研究では、軸索近位部特異的に局在する分子の輸送メカニズムを解明するために、神経初代
培養細胞における T 抗原と BP102 抗原の局在を明らかにし、電子顕微鏡を用いて、軸索内境界付
近の構造を詳細に解析した。さらに、検索を行い、軸索近位部特異的に局在する分子の輸送に関
与するタンパク質、Shot を同定した。 
 
方法 
 受精後 4-7 時間経過したショウジョウバエ胚から細胞を得て、神経初代培養細胞を行った。T
抗原や BP102 抗原を認識する抗体、細胞骨格を認識する抗体で免疫染色し、共焦点レーザー蛍光
顕微鏡や大気圧走査電子顕微鏡を用いて観察を行った。さらに、各種輸送関連タンパク質の変異
体の神経初代培養により、軸索近位部特異的輸送に関与する分子種の検索を行った。 
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結果と考察 
 はじめに、T 抗原を認識する PNA レクチンを用いて、神経初代培養細胞において T 抗原を可視
化した。T 抗原は、軸索近位部特異的に BP102 抗原と共局在し、両者が示す軸索内境界は一致し
ていた。電子顕微鏡を用いた微細構造解析から、T 抗原は、軸索内境界付近に密集しており、境
界特異的に円形の構造を形成していることが分かった。BP102 抗原も、軸索内境界で同様な構造
を形成していた。さらに、軸索内において、少なくとも 2 本の微小管の束が存在し、軸索内境界
で交わっていることも明らかにした。また、F-actin は、軸索内境界近位部側に密集していた。
この軸索内境界特異的な構造が、境界での細胞膜への輸送に関与する可能性が考えられた。 
 さらに、T 抗原と BP102 抗原の局在を指標として、これらの軸索近位部特異的な局在を乱す分
子種を、変異体の神経初代培養細胞を行って検索した。その結果、Drosophila spectraplakin、
Shot を見出した。Shot は、微小管と F-actin の二分子と結合するドメインを有し、二分子を架橋
するタンパク質である。さらに、Shot の F-actin 結合部位のみを欠失した shotΔFBD 突然変異体で
は、T 抗原と BP102 抗原の軸索近位部特異的な局在は阻害され、Shot の F-actin 結合部位が、軸
索近位部特異的な局在化に必須であることが明らかになった。 
  
結論 
 以上の事実から、神経軸索近位部特異的に運ばれる輸送小胞が、細胞体から軸索内の微小管上
を移動し、軸索内境界において、Shot が架橋する微小管と F-actin を介して細胞膜に運ばれる、
新規の軸索内輸送モデルを提唱した。 
 
 
 本論文は、「軸索における糖鎖抗原の近位部特異的な局在化」という新奇な現象を見出し、
新たな近位部特異的な「軸索内輸送経路」と「輸送機構」を提唱した。これらは、哺乳類にも
保存されている可能性があり、筋萎縮性側索硬化症などの軸索内輸送に異常が認められる疾患
の原因解明に繋がる可能性も内包する。この輸送機構は、本研究で初めて明らかにされたもの
であり、それを証明する十分なデータも有することから、学位論文に値する内容であると認定
する。 
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